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論 文 内 容 要 旨
X整理番号 A
 _ (ふりがな） たかむら ひろしg 9 〇 氏： 名 髙 村 裕 史
学位論文題目
Bone-Marrow-Derived Mononuclear Ceils Relieve Neuropathic Pain
after Spinal Nerve Injury in Mice
(骨髓由来単核球細胞による神経障害性疼痛の緩和）
【目的】
神 経 根 障 害 は 椎 間 板 ヘ ル ニ ア や 脊 柱 管 狹 窄 な ど に よ る 神 経 根 の 機 械 的 刺 激 や 炎
症 に よ っ て 生 じ る 。 日 常 診 療 に お い て 最 も 多 く 見 ら れ る 難 治 性 疾 患 の 一 つ で あ
る が 、保 存 療 法 あ る い は 手 術 療 法 の い ず れ に お い て も 満 足 い く 治 療 と は な っ て
い な い 。 我 々 は 、脊 髓 損 傷 に 対 す る 自 己 骨 髄 由 莱 単 梭 球 細 胞 治 療 に よ る 効 果 を
報 告 し 、 ヒ ト を 対 象 と し た 臨 床 研 究 を 開 始 し て い る 。 今 回 、神 経 根障害に対す  
る 改 善 効 果 を 仮 定 し て 、 マ ウ ス モ デ ル で 骨 髄 単 核 球 脊 髄 内 注 入 療 法 の 治 療 有 用
性 を 検 証 す る 。
【方法】
1) 神 経 障 害 性 疼 痛 モ デ ル マ ウ ス に 対 す る 骨 髄 由 架 単 核 球 細 胞 の 治 療 効 果 の 検  
討 ：8 - 1 0週 マ ウ ス の L 5神 経 根 切 断 （Spinal nerve transection, SNT)を 行 い 、
神 経 根 障 害 モ デ ル マ ウ ス （S N T マ ウ ス ）を 作 製 す る 。 具 体 的 に は 麻 酔 下 に 背 側 皮
膚 切 開 を 行 い 、 筋 群 を 鈍 的 に 剥 離 す る 。 L 5 横 突 起 下 に 存 在 す る L 5 神経根を同
定 し 、片 側 の み 切 断 す る 。 翌 日 に 術 側 の み 機 械 的 疼 痛 過 敏 状 態 と な っ て い る こ
と を 確 認 し た 後 に 、骨 髄 由 來 単 核 球 細 胞 を 髄 腔 内 注 射 す る 。 疼痛の評価はマウ
ス 足 底 へ の 金 属 に よ る 持 続 加 圧 刺 激 に 対 す る 逃 避 行 動 を 定 量 化 で き る 機 械 を 用
い た プ ラ ン タ ー テ ス ト で 行 う 。 対 照 群 と し て バ ッ フ ァ ー を 髄 腔 内 注 射 す る 群 も
設 け 、 dayO、 1、 3、 5、 7、 10、 1 4 目 の 各 時 点 で 定 量 的 評 価 を 行 っ た 。
2) 骨 髄 由 乘 単 核 球 細 胞 の 動 態 の 検 討 ：骨 髄 由 柬 単 植 球 細 胞 の 細 胞 動 態 を モ ニ タ  
一 で き る マ ウ ス と し て 、 C57BL/6-Tg (UBC-GFP) 30Scha/Jマウス （GFP-Tgマウ
ス）を 使 用 し た 。 GFP-Tgマ ウ ス の 骨 髄 か ら Ficoll遠 心 分 離 法 を 用 い て 、 G F P陽
性 の 骨 髄 由 栾 単 核 球 細 胞 を 採 取 し た 。 S N T処 置 を 行 い 、 d a y lの時点で疼痛過敏
に な っ て い る こ と を 確 認 し た 後 に 、麻 酔 下 に 1 X 1〇6 個 の 単 核 球 細 胞 の 髄 腔 内 注  
射 を 行 っ た 。Day1 4に て 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 を 用 い て ，脊 髄 後 根 神 経 節 (dorsal 
root ganglion, DRG)お よ び 脊 髓 に お け る G F P陽 性 細 胞 の 個 数 •分 布 に つ い て 評  
価 し た 。 対 照 群 と し て バ ッ フ ァ ー を 髄 腔 内 注 射 す る コ ン ト ロ ー ル 群 を 設 け た 。




別紙様式3 の 2 (課程博士 •論文博士共用）
(続紙）
3) DRG •脊 髄 •髄 液 に 対 す る 影 響 の 検 討 ：神 経 損 傷 が お こ る と ミ ク ロ グ リ ア や 炎  
症 性 サ イ ト カ イ ン の 変 化 が 生 じ る こ と が い わ れ て お り 、DRG •脊 髄 •髄 液 へ の 影  
響 に つ い て 免 疫 染 色 • 定 量 的 RT-PCR法 • E L I S A法 を 用 い て 検 討 し た 。 ミクログ 
リ ア の マ ー カ ー で あ る I b a - 1を 用 い て 、免 疫 組 織 学 的 に ミ ク ロ グ リ ア の 変 化 を  
測 定 し 、 I m a g e - Jを 用 い た intensityに よ る 定 量 評 価 を 行 っ た 。 炎症性サイト 
カ イ ン で あ る Iい 6、 IL-lp、 TNF-aの DRG •脊 髄 で の m R N A発 現 を KT-PCR祛を用 
い て 評 価 し た 。 骨 髄 由 来 単 核 球 細 胞 注 射 に よ る 髄 液 へ の 影 響 を E L I S A法にて評 
価 を 行 っ た 。 対 照 群 と し て バ ッ フ ァ ー を 注 射 す る コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 検 討 し  
た 。
【結 果 】
1) 健 側 と 比 較 し て 著 明 な 疼 痛 過 敏 状 態 を d a y lで 示 し た S N T マウスは治療群に  
お い て は 非 治 療 群 と 比 較 し て 疼 痛 閾 値 が 徐 々 に 改 善 し て い く こ と が 確 認 さ れ  
た 。 こ れ は 単 椟 球 細 胞 注 射 に よ り 疼 痛 軽 減 効 果 を 示 唆 し て い る 。
2) G F P陽 性 細 胞 は 神 経 損 傷 が 認 め ら れ る L5 D R G近 傍 に 集 積 し て い た 。 脊髄内に 
は 到 達 し て お ら ず 、 こ れ ま で 報 告 同 様 に 髄 腔 内 に 注 射 し た 細 胞 は 軟 膜 を 超 え て  
脊 髄 内 に は 到 達 し な い こ と を 確 認 し た 。
3） D R G に お い て I b a - 1陽 性 細 胞 の 抑 制 お よ び intensityの低下を認めているこ  
と か ら も 、 S N T に よ る ミ ク ロ グ リ ア 増 生 が 単 核 球 注 射 に よ り 抑 制 さ れ て い る こ  
と が 確 認 さ れ た 。 脊 髄 に お い て も 抑 制 効 果 が 認 め ら れ た 。 R T - P C Kで は DRG •脊  
髄 と も に コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 抑 制 効 果 が 認 め ら れ  
た 。 ま た 髄 液 に お い て は 注 射 群 に お い て は コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て サ イ ト カ  
イ ン を 抑 制 す る 方 向 に 働 い て い る こ と が 示 さ れ た 。
【考 察 】
本 研 究 で 、 我 々 は マ ウ ス モ デ ル に て 骨 髄 由 架 単 核 球 細 胞 に よ る ミ ク ロ グ リ ア •
サ イ ト カ イ ン 抑 制 効 果 が 、神 経障害性疼痛の治療の一 •つになる可能性があるこ  
とを示 し た 。 本 研 究 最 大 の 特 色 は 、 免 疫 反 応 を 起 こ さ ず に 投 与 で き る こ と に 加  
え 、 実 臨 床 の 場 で 行 わ れ て い る 骨 髄 採 取 と 腰 椎 穿 刺 の 比 較 的 低 侵 襲 な 処 置 の み  
で 行 え 、 治 療 怯 の 実 現 性 と 安 全 性 が .高 い 方 法 と い え る 。 しかし、疼痛閾値の改  
善 渤 果 は 限 定 的 で あ り 、 今 後 さ ら な る 効 果 増 強 の た め に は 、頻 回 投 与 法 や 投 与  
量 の 変 更 な ど を 検 討 す る 必 要 が あ る 。
【結 論 】
神 経 障 害 性 疼 痛 モ デ ル マ ウ ス に お い て 、 骨 髄 由 采 単 核 球 細 胞 投 与 が 疼 痛 緩 和 を  
も た ら す 治 療 法 と し て 有 劾 で あ っ た 。
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1) 施術後に疼痛過敏状態を示したマウスにおいて、疼痛閾値の減弱効果が観察された。 こ 
れは、疼痛緩和効果が得られたことを示唆する。
2 ) 病理学的に、GFP陽性の骨髄単核球細胞は、神経障害部位近傍に集積していた。ミクログ 
リアの遊走抑制や、 IL-6、 IL-1/3、TNF-aなどの炎症性サイトカイン発現の抑制効果が認め 
られた。
3 ) 今後、臨床展開していくにあたっては、頻回投与法や投与量の変更、安全性確立などの 
検討が必要であるという研究の問題点も呈示された。
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